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RESUMO

Arsénio é um dos contaminantes inorganicos mais tdxicos conhecidos, mesmo em pequenas
quantidades, e muitos problemas podem ocorrer com a exposi¢do humana a ele. Assim, 0 uso
de tecnologias adequadas e com baixo custo torna-se essencial para remover este
contaminante do ambiente. A fitorremediacdo é uma técnica promissora que esta ganhando
maior atencdo no meio cientifico, pois possui facilidade na implantacdo e resisténcia das
plantas em capturar ou simplesmente neutralizar a acdo de determinados compostos toxicos
da agua, servindo como verdadeiros filtros “verdes”. O presente trabalho tem como objetivo
avaliar a eficiéncia da macrofita Lemna minor na remocdo de arsénio, verificando a
seletividade da planta para as espécies inorganicas de arsénio (11 e V) e avaliar o melhor
tempo de remocdo. Para 0s experimentos, plantas saudaveis (aproximadamente 0,5 g de
biomassa fresca) foram selecionadas e transferidas para béqueres contendo diferentes
concentracdes de cada forma de arsénio (50; 100; 200; 300; 400 e 500 pg L™), em solucio
nutriente Steinberg diluido (50%). As concentracdes de As na dgua e na biomassa das plantas
foram determinadas utilizando-se um Espectrometro de Absorcdo Atémica em Chama, com
geracdo de hiretos. Por meio da determinagéo de As (I11) na solucdo contendo a Lemna minor
por até 64 horas, observou-se uma queda gradativa do sinal de absorbéncia do As na solucao
até o periodo de 48 horas. Em todas as concentracGes analisadas obtiveram percentagem de
remocao maior que 50%, sendo crescente em comparacdo a concentracdo inicial. Lemna
minor foi eficiente para remocdo de As (I11) em solucdo em todas as concentracfes e nas
condicdes estudadas tendo como maior taxa de remocdo o periodo de 48 horas. Em sua
biomassa seca percebeu-se maior acumulo de As nas maiores concentracdes testadas, a
remocao entdo é mais eficiente quando é exposta a concentracbes maiores do contaminante.
Ja para o As (V) ndo houve eficiéncia de remoc¢do da solucdo em todas as concentracdes
testadas e também a andlise da biomassa seca dessas plantas demonstraram que nao houve
grande acumulo de As nos tecidos. Esse resultado demonstra um potencial seletivo da planta
para a remocdo de As (lll), espécies mais tdxica, podendo ser empregada para a

determinacgdo/remocao seletiva de arsénio.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Arsénio. Lemna minor.



ABSTRACT

Arsenic is one of the most toxic known inorganic contaminants, even in small concentratios,
and many problems can occur with human exposure to it. Thus, the use of suitable
technologies and at low cost becomes essential to remove this contaminant from the
environment. One promising technique is the phytoremediation that is gaining more attention
in the scientific community once it has ease of deployment and resistance of plants to capture
or simply neutralize the action of certain toxic compounds of water, serving as a true “green”
filter. This study aims to evaluate the efficiency of the macrophyte Lemna minor on the
removal of arsenic, verifying the selectivity of the plant to its inorganic species (As Il and As
V) and the best removal time. For the experiments, healthy plants (approximately 0,5 g fresh
weight) were selected and transferred to beakers containing different concentrations of arsenic
forms (50; 100; 200; 300; 400 and 500 pg L™) in Steinberg diluted nutrient solution (50%).
The concentrations in the water and plant biomass were determined using an Atomic
Absorption Spectrometer for Flame, with hydrides generating. Through the determination of
As (I11) in the solution containing the Lemna minor up to 64 hours, there was a gradual
decrease of the absorbance signal in the solution within 48 hours. At all concentrations tested
removal rates obtained percentage than 50%, increased compared with the initial
concentration. Lemna minor was effective for removal of As (Ill) of the solution at all
concentrations and under the conditions studied as having greater removal rate in the 48 hour
period. In its dry biomass was noticed highen accumulation of the highest concentrations
tested, then the removal is more efficient when it is exposed to higher concentrations of the
contaminant. As for the As (V) no removal solution efficiency in all tested concentrations and
also analysis of the dried biomass of these plants showed no accumulation of high
concentration in tissue. This result demonstrates a selective potential of the plant for the
removal of As (I11), the most toxic species can be employed to determine / selective removal

of arsenic.

Keywords: Phytoremediation. Arsenic. Lemna minor.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da popula¢do mundial que ocorre desde a década de 50 tem acarretado
0 aumento do descarte de produtos quimicos, seja de forma consciente ou inconsciente, o que
tem contribuindo para a deterioracdo dos ecossistemas aquaticos. De acordo com Espinoza-
Quifiones et al., (2013), a polui¢do dos corpos d’agua é atualmente um grave problema
ambiental mundial, pois compromete o desenvolvimento de plantas, a sobrevivéncia dos
animais e dos seres humanos, levando ao desequilibrio ecoldgico.

Todas as formas de vida sdo afetadas pela presenca de substancias quimicas na agua.
Algumas dessas substancias, como compostos organicos e metais toxicos, podem ser
extremamente prejudiciais ao sistema biologico, dependendo da concentracdo e forma
quimica em que se encontram no ambiente (SANTOS, 2009). Entre as substéncias, 0s
compostos inorganicos, também denominados de “metais pesados” constituem contaminantes
quimicos, que mesmo em pequenas concentracdes, podem causar efeitos a satude dos seres
vivos. Ao contrario de substéncias organicas, 0s “metais pesados” sdo essencialmente nédo
biodegradaveis e, por consequéncia, acumulam no ambiente (ALI et al., 2013). Esse tipo de
contaminacdo é um problema muito grave, visto que a grande maioria, das estacdes de
tratamento de &gua (ETA), ndo é capaz de remover tais contaminantes, pois as ETAS
convencionais, ndo possuem capacidade de remové-los, de maneira eficiente, enquanto que as
ETASs especiais sd0 muito caras.

O arsénio (As) é um desses elementos, que mesmo em pequenas concentracdes é
considerado extremamente toxico, por exemplo, A LD50 (a dose letal para 50% de uma
populacio) para As (111) em ratos é de 20 mg kg™. Esse contaminante pode ser encontrado em
diversas formas quimicas com diferentes graus de toxicidade. As formas inorganicas,
principalmente As (I11), configuram a mais nociva para 0 homem, chegando a ser cerca de 60
vezes mais toxico que o As (V). Mais de 245 minerais contem arsénio em sua composicao, o
qual pode ser encontrado em rochas, solo, aguas naturais e na atmosfera. No entanto, as
atividades antropicas, como a mineracdo, siderurgia, atividades industriais e a agricultura
(pesticidas e herbicidas) tem causado maior exposi¢cdo do elemento ao ambiente podendo,
provocar diversos riscos a satde, como por exemplo, cancer de pele e pulmdo (FAVAS et al.,
2012).

De acordo com Susarla et al., (2002) e Pires et al., (2005), o uso de tecnologias

adequadas e com custo menor torna-se essencial para remover estes contaminantes quimicos



16

do ambiente. Uma técnica promissora € a fitorremediacao, que estd ganhando maior atengéo
no meio cientifico, pois possui facilidade na implantacéo e resisténcia das plantas em capturar
ou simplesmente neutralizar a acdo de determinados compostos tdxicos da agua, servindo
como verdadeiros filtros “verdes” (PILON-SMITS, 2005). A fitorremediacdo (Fito = planta,
remediar = dar remédio, corrigir) € uma técnica de descontaminacdo em que se utiliza de
plantas para remocdo de poluentes do ambiente, além de transforméa-los em formas menos
toxicas para a biota (MARTINS et al., 2007; KHELLAF; ZERDAOUI, 2009; ALI et al.,
2013). Além disso, estudos comprovam que este tipo de tratamento possui a capacidade de
remediar mais de um elemento no mesmo local, facilitando assim o manejo das plantas
utilizadas (MARTINS et al., 2007).

Por conta da alta toxicidade do arsénio e de seus danos causados a bioacumulagéo na
cadeia trofica é de suma importancia o aprofundamento de técnicas de remediagéo eficiéntes
para descontaminar o ambiente aquatico, pois as técnicas atuais de tratamento ndo séo

eficientes para remover 0s contaminantes quimicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia da macréfita Lemna

minor na remocao de arsénio em solugéo aquosa.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Avaliar a capacidade de Lemna minor na remocdo de arsénio nas diferentes
concentragdes e periodos estabelecidos;

v' Determinar se ha seletividade na absor¢ao das espécies inorganicas de arsénio (I11) e
(V) por Lemna minor;

v' Avaliar o melhor tempo de absorcdo de arsénio pelas plantas nas diferentes
concentragoes;

v'Auvaliar percentual de eficiéncia de remocdo de arsénio das solucGes para as
concentragdes estudadas.

v' Determinar o fator de bioconcentracdo para cada concentracdo analisada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 POLUICAO AQUATICA E SUAS CONSEQUENCIAS NOS SERES VIVOS

A 4gua € utilizada para diversas finalidades, entre as quais se destacam o
abastecimento urbano e industrial, a irrigacdo, a navegacdo, a geracdo de energia e a
recreacdo. Ela € o principal constituinte dos seres vivos, sendo essencial para a vida. Existem
inimeras substancias dissolvidas na agua, muitas das quais ocorrem naturalmente nos
organismos em concentracbes menores que 0,01% e, por isso sdo denominados
micronutrientes. De acordo com Marmiroli e Maestri (2008), estes elementos quando em
elevadas concentragdes contaminar 0 ecossistema aquatico por conta do alto potencial
toxicologico. Eles podem ser encontrados dissolvidos na coluna d’agua, e acumulados na
biomassa dos animais e nas plantas aquaticas e adsorvidos nos solidos nos sistemas lacustres e
fluviais.

As concentracdes de contaminantes inorganicos na agua podem aumentar atraves
das atividades antrdpicas a niveis mais altos do que os originalmente presentes na natureza
(ANZECC/ARMCANZ, 2000). Em excesso, estas concentracdes de contaminantes criam uma
condicao de toxicidade, acumulando em plantas e animais aquaticos, através da superficie do
corpo e de estruturas respiratorias, e tambem pela ingestdo de material particulado na agua
(MELVILLE e BURCHETT, 2002). Como consequéncia, a toxicidade apresenta-se como
distirbios no metabolismo, implicando em possiveis mudancas na distribuicao,
comportamento e na abundancia de populacGes aquaticas. Elementos como As, Hg, Cd, Pb,
Se, Mg, TI, Cr, Ni, Sb, entre outros, se ligam a macromoléculas e nas membranas conferindo
propriedades de bioacumulacdo e biomagnificacdo na cadeia alimentar (ALI et al., 2013).

A bioacumulacdo é definida como sendo um processo em gue 0S 0rganismos
acumulam, ao longo de seu tempo de vida, grandes quantidades de substancias toxicas. Ja a
biomagnificacdo é a transferéncia de algumas dessas substancias toxicas ao longo da cadeia
alimentar, nos organismos que estdo no topo da cadeia alimentar (RODRIGUES, 2005).

Para exemplificar estes processos, um evento marcante em termos de contaminacao
por metais foi registrado na década de 1950 no Japdo na Baia de Minamata. Nesse local, por
causa do continuo descarte de residuos contendo mercurio proveniente de atividade industrial,
peixes foram contaminados e, em consequéncia, milhares de pessoas que se alimentavam
desses peixes também foram contaminadas (LIMA e MERCON, 2011).
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3.2  ARSENIO: CARACTERISTICAS, CONTAMINACAO E EFEITOS A SAUDE

O arsénio (As) ocorre no ambiente em véarias formas quimicas, incluindo espécies
orgénicas e inorganicas (TABELA 1). Em ambientes aquéticos ele pode ocorrer como
arsenito [As(l11)], arsenato [As(V)], e os ions monometilarsdnico (MMA) e dimetilarsinico
(DMA). A toxicidade de compostos de As presentes no ambiente decresce na seguinte ordem:
arsina (AsHj3), arsenito, arsenato, acidos alquil-arsénicos, compostos de arsénio e arsénio
elementar. Desta forma, os compostos inorganicos [As(V) e As(I11)] sdo 100 vezes mais
toxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e DMA) (BARRA et al., 2000;
RAHMAN e HASEGAWA, 2011; FAVAS et al., 2012). As espécies inorganicas (As Il e V)
sdo formas biodisponiveis (SIZOVA et al., 2002) e de acordo com a Agéncia de Substancias
Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR) dos Estados Unidos, o As € considerado o elemento
quimico mais perigoso da Lista Prioritaria de Substancias Perigosas estando desde 1997 em
primeiro lugar desta lista (RODRIGUES e MALAFAIA, 2008; ESPINOZA-QUINONES, et
al., 2013). As concentracdes de As em agua potavel aceitas pela Organizacdo Mundial de
Salude (OMS) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) varia entre
10 e 50 pg L™. No Brasil, através do Ministério da Satde (Portaria 2914), o limite maximo de
As na 4gua potavel ndo pode ultrapassar 10 pg L™

Apesar de existirem inumeras legislacbes que determinam as concentracdes de
arsénio na agua, varios desastres ambientais ja aconteceram com a exposi¢do ao arsénio
(SMEDLEY e KINNIBURG, 2002). Por exemplo, em Bangladesh (1993) onde 90% das
4guas de pocos artesianos estavam contaminadas (2000 pug L™ de As), resultando na
contaminacdo de cerca de 42 milhdes de pessoas. Na Tailandia, concentracfes de As de até
5000 pg L~ foram registradas em &guas de aquiferos rasos formados por sedimentos
contaminados pela mineragdo de cassiterita.

No Brasil existem poucas informac6es relacionadas a exposicdo de arsénio a saude
humana. Em geral, locais onde ocorrem atividades de mineracao e extracdo de ouro, descarte
de minas e rejeitos como nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Amapa ha indicios de
contaminacdo por este metal. Estudos demonstram que nesses lugares a concentracdo de As
em &gua pode ocorrer em até 0,36 mg L™, em solos, até 860 mg Kg~ e em sedimentos até
3200 mg Kg~ (ESPINOZA-QUINONES et al., 2013). De acordo com Dani, (2014), em
Paracatu (noroeste de MG), cerca de 80 mil pessoas estdo diariamente expostas ao As (poeira

e rejeitos) provenientes da extragéo de ouro na maior mina do Brasil.



20

Como o As é um elemento considerado toxico, mesmo em pequenas concentragdes,
muitos problemas de salde podem ocorrer com a exposi¢cdo humana a ele e dependendo da
forma o perigo é maior. A via mais rapida de contaminacdo é através da agua e dentre as
doencas relacionadas, a mais comum é o cancer, que pode ser de pele ou de pulméo, mas
também podem ocorrer distdrbios do sistema nervoso, aumento da frequéncia de abortos
espontaneos, dentre outros (ABERNATHY et al., 1997; RODRIGUES e MALAFAIA, 2008).
O As também pode, em nivel molecular, interromper a expressdao de diversos genes,
prejudicando o processo de divisdo celular e inibindo mecanismos do DNA (ABERNATHY
et al., 1999; ANDREW et al., 2006). De acordo com Tripathi et al., (2007) o As (V) é um
analogo do fosfato e, assim, interfere nos processos celulares essenciais, tais como

fosforilagdo oxidativa e da sintese de ATP.

Tabela 1 — Formas quimicas do arsénio.
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CH;y CHa
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CH; CHy CHa
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TMAD

OH

A cH. - en oo Arzencaclcares

HyC— As — g — g HE . . .

A , AsS Acido dimetilarsinico
rearncalina

CHa AsC DMA

Fonte: Duarte, (2006)
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3.2.1 Determinacéo de arsénio em amostras ambientais

A especiacdo do arsénio é importante para poder identificar e determinar as
diferentes formas quimicas do elemento presente nas amostras ambientais, possibilitando a
distincdo das espécies tdxicas e permitindo também quantificar as mesmas (GUERIN et al.,
1999; CARUSO et al., 2003). Este processo possibilita entender a toxicidade do elemento
para 0s seres vivos, bem como a acumulacéo e a biodisponibilidade (WROBEL et al., 2005;
MIR et al., 2007). Varios métodos sdo utilizados para identificar e quantificar as diversas
espécies de arsénio. Dentre estes métodos, as técnicas cromatograficas combinadas com as
técnicas espectrométricas tém sido amplamente utilizadas por conta da eficiéncia na separagao
das diversas formas de um elemento. Como exemplo, cita-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de absorcéo atbmica com geracgéo de hidreto (HPLC-HG-
AAS), a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com
plasma acoplado indutivamente (HPLC-ICPMS), a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente e geracdo de
hidretos (HPLC-HG-ICPMS), e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de fluorescéncia atdmica com geracao de hidretos (HPLC-HG-AFS) (LIU e
LIN, 2005).

Para a determinaco de arsénio em baixas concentragdes (ug L™), a técnica de absorcao
atbmicas (AAS), acoplada ao gerador de hidretos (HG-FAAS), atualmente, é a técnica mais
utilizada para a determinacdo de elementos formadores de hidretos (Bi, As, Te, Se, Sb, entre
outros) além do menor custo em relacdo aos citados. Esta técnica tem como vantagem excelente
sensibilidade e seletividade, para elementos formadores de hidretos porque elimina a matriz
na etapa de geracdo do hidreto transportando, quantitativamente, o analito ao atomizador
(aproximadamente 95%), proporcionando, limites de deteccdo bastante adequados para a

determinacdo de baixas concentragfes em amostras complexas (UDEN, 2002).

A técnica de geracdo de hidretos (HG) produz hidretos volateis a partir da reducao
quimica de um elemento com um agente redutor em solucdo acidificada, este método
geralmente utiliza o tetrahidroborato de sédio (NaBH,) (D’ULIVO et al., 2010). Entretanto,
alguns problemas no sistema podem ser relacionados ao reagente, dos quais podemos destacar
a possivel introducdo de contaminacdo no sistema e a instabilidade das solucdes aquosas,
necessitando que as mesmas sejam preparadas para uso diario (BARRA et al., 2000). O

mecanismo de formacdo de hidreto foi conhecido na década passada e é possivel devido a
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decomposicdo do agente redutor, o qual transfere o hidrogénio do agente redutor a forma
quimica do analito para formacéo do hidreto (TAKASE et al., 2002).

3.3  TECNICAS DE REMEDIACAO DE AGUAS CONTAMINADAS

As técnicas utilizadas para remediar dguas contaminadas por metais sdo inimeras.
Dentre estas, 0 método mais utilizado atualmente é a precipitacdo quimica, que pode ser feita,
pela adicdo de uma base (geralmente, hidroxido de calcio) ao efluente, de modo que haja a
formacdo de produtos insolUveis (precipitado) sob a forma de hidréxidos e/ou dxidos
(GONCALVES & MARTIN, 2008).

De acordo com Kurniawan (2006), técnicas como a de coagulagao-floculagéo,
flotacdo, troca-idnica, adsorcéo, filtracdo por membranas e extracdo liquido-liquido também
séo utilizadas para extrair metais em solugéo.

Todas essas técnicas apresentam custos de investimentos relativamente elevados e
muitas vezes sdo inviabilizadas na aplicacdo em empresas de pequeno e médio porte. Por isso
técnicas mais vidveis economicamente, como por exemplo, a fitorremediacdo estdo cada vez

mais sendo estudadas e avaliadas.

3.3.1 Fitorremediacéo: caracteristicas

Com o intuito de minimizar a contaminacdo das aguas por metais, diversas espéecies
de macrofitas aquaticas tém sido utilizadas no processo de fitorremediacdo (ESPINOZA-
QUINONES et al., 2009). De acordo com Pilon-Smits (2005) e Ali et al (2013), os
mecanismos pelos quais as plantas podem retirar um composto toxico na agua sao através de

processos descritos na Tabela 2:
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Tabela 2 - Mecanismos de fitorremediacéo utilizados pelas plantas

Fitoacumulacéo Absorcdo de nutrientes pelas raizes, podendo ser armazenados na propria

(ou fitoextragao, fitoabsor¢ao | raiz ou acumulados nas partes aéreas
e fitosequestracéo)

Os poluentes organicos sdo metabolizados a compostos ndo tdxicos
Fitodegradacao (mineralizados) ou menos t6xicos a0 meio ambiente, dentro das células
vegetais por enzimas especificas.

Poluentes orgénicos ou inorganicos permanecem imobilizados na planta ou
no solo

Poluentes sdo adsorvidos pelas raizes, convertidos em uma forma volatil e
liberados na atmosfera.

Ocorre a destruicdo dos contaminantes organicos por mecanismos
bioquimicos e envolve suas fermentagdes aerobias na rizosfera.

Fitoestabilizacio

Fitovolatizacao

Rizodegradacéo

Fitofiltracio Remogdo de poluentes de aguas superficiais ou residuais através das
(ou Rizofiltracéo) raizes, mudas ou caules.
Fitodesalinizacdo Remocéo do excesso de sais de solos salinos por plantas haldfitas

Fonte: Adaptado de Pilon-Smits (2005) e Ali et al (2013)

A fitodesalinizagdo € uma técnica relatada recentemente (ZORRIG et al.,2012).
Neste mecanismo, plantas halofitas sdo utilizadas para remover o excesso de sais de solos,
fazendo com que este fique apto ao crescimento e desenvolvimento normal de plantas.
Ravindran et al., (2007), disseram que as plantas halofitas, Suaeda maritima e Sesuvium
portulacastrum poderiam ser utilizadas com sucesso para acumular NaCl (cloreto de sdédio)
em solos salinos e capacita-los para a producdo agricola. Estas plantas foram estimadas a
remover cerca de 500 kg de NaCl, em 1 ha de solo salino em um periodo de 4 meses.

Para todos os mecanismos utilizados pelas plantas o processo de fitorremediacdo vai
depender do grupo dos contaminantes, ou poluentes, a capacidade das plantas em responder
pelo processo e outros fatores ambientais como a temperatura (PILON-SMITS, 2005).

Espinoza-Quinones et al (2009) relatam que a bioacumulagdo de metais pelo sistema
radicular e pelas folhas das plantas aquaticas depende tanto do tipo de metal quanto das
espécies de plantas utilizadas para o processo. A utilizacdo da fitorremediacdo tem sido
estudada e difundida principalmente nos Estados Unidos e na Europa. Inimeros trabalhos
demonstram a capacidade de macréfitas aquaticas em acumular contaminantes quimicos
presente na agua (TABELA 3).
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Tabela 3- Exemplos de fitorremediacdo realizados com macréfitas aquéticas descritos na

Macrofita

Contaminante

Referéncia

Alternanthera philoxeroides
Azolla sp.

Ceratophyllum demersum
Ceratophyllum demersum

Ceratophyllum demersum

Ceratophyllum demersum

Ceratophyllum demersum

Egeria densa

Egeria najas

Eichhornia crassipes

Eichhornia crassipes
Eichhornia crassipes
Eichhornia sp.
Eichhornia crassipes
Eleocharis acicularis
Glyceria grandis
Lemna aequinoctialis
Lemna gibba

Lemna sp.

Myriophyllum spicatum

Pistia sp.

Pistia stratiotes
Pistia stratiotes
Pistia stratiotes
Pistia stratiotes
Pistia stratiotes
Salvinia molesta
Salvinia sp.
Scirpus validus
Spartina pectinata

Spirodela polyrhiza

Mg

Efluente bruto de fabricas
Fe, Zn, Mn, Ni, Cd e Pb
Pb, Cd, Cu, Mn e Ni

Na, Mn, Ba, Ni, V, Se, Cr, As,
Pb, Li, Sn, Cd e Hg,

Ni
Corante BB41

Na, Mn, Ba, Ni, V, Se, Cr, As,
Pb, Li, Sn, Cd e Hg,

Na, Mn, Ba, Ni, V, Se, Cr, As,
Pb, Li, Sn, Cd e Hg,

Hg e CH3;Hg"

Mg

As

Efluente bruto de fabricas
Ni

Ag, Pb, Cu, Cde Zn

Cd, Cl, Cu, P, Pb, Zn

Ni, Cu, Co, Cr, Mn, Zn e Fe
Zn

Efluente bruto de fabricas
Corante BB41

Efluente bruto de fabricas
S, MneZn

Ni

Mg

As

As

Ni

Efluente bruto de fabricas
Cd, Cl, Cu, P, Pb, Zn

Cd, Cl, Cu, P, Pb, Zn

As

Hua et al (2012)
Dipu et al (2011)
Foroughi et al (2011)
Predrag et al (2005)
Corréa et al (2002)

Chorom et al (2012)

Keskinkan e Goksu
(2007)

Corréa et al (2002)

Corréa et al (2002)

Chattopadhyay et al
(2012)

Hua et al (2012)

Cruz et al (2010)

Dipu et al (2011)
Ayyasamy et al (2009)
Ha et al (2011)

Weiss et al (2006)

Pio et al (2013)

Khellaf e Zerdaoui (2009)
Dipu et al (2011)

Keskinkan e Goksu
(2007)

Dipu et al (2011)
Cruz, et al (2009)
Ayyasamy et al (2009)
Hua et al (2012)

Cruz et al (2010)
Oliveira et al (2011)
Ayyasamy et al (2009)
Dipu et al (2011)
Weiss et al (2006)
Weiss et al (2006)
Cruz et al (2010)
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(concluséo)

Macrofita Contaminante Referéncia

Typha sp. Efluente bruto de fabricas Dipu et al (2011)

Fonte: Da autora

Alguns métodos sdo descritos na literatura para dar destino final para as plantas que
foram submetidas a exposicdo de contaminantes quimicos para o processo de fitorremediacao,
como exemplo a producdo de combustivel, briquetagem para queima em fornos, producdo de
biogas, producdo de eletricidade, incineracdo e carbonizacdo (THOMAS e EDEN, 1990;
RAHMAN e HASEGAWA, 2011).

34  MACROFITAS AQUATICAS

O termo macrdéfitas aquéticas refere-se a um grupo diversificado de organismos
fotossintéticos aquaticos (DENNY, 1985). Estas plantas variam em tamanho, com um
diametro de folha de até 2,5 m (Victoria amazbnica), para as menores angiospermas, com
frondes com diametro inferior a 0,5 mm (Wolffia spp) (CHAMBERS et al., 2008). De acordo
com Esteves (1998), as macréfitas aquaticas constituem, em sua grande maioria, vegetais
superiores que retornaram ao ambiente aquatico. Elas podem ser classificadas conforme seu

bidtopo (Tabela 4) no ambiente aquatico, nos seguintes grupos ecoldgicos:

Tabela 4 - Classificacdo das macroéfitas aquaticas quanto ao bidétopo

Macrdfitas aquéticas emersas Enraizadas, porém com folhas fora d'agua. Ex:
Eleocharis sp, Typha domingensis.

Macrdfitas aquéaticas com folhas flutuantes Enraizadas e com folhas flutuando na superficie da
agua. Ex: Nymphaea sp, Nymphoides sp.

Macrdfitas aquéaticas submersas enraizadas Enraizadas, crescendo totalmente submersas na agua.
Ex: Egeria densa, Mayaca sp.

Macrdfitas aquéaticas submersas livres Permanecem flutuando submergidas na agua.

Geralmente prendem-se a peciolos e caules de outras
macrdfitas. Ex:Utricularia sp.

Macrdfitas aquaticas flutuantes Flutuam na superficie da 4gua. Ex: Pistia stratiotes,
Eichhornia sp. Lemna sp. Elas colonizam diferentes
tipos de ecossistemas aquéticos, como lagos,
reservatorios, rios, pantanos e o ambiente marinho.

Fonte: Adaptado de Esteves (1998)
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Dentre as inumeras espécies de macrofitas com ocorréncia nas aguas continentais
brasileiras, muitas sdo excelentes bioindicadoras da qualidade das aguas. A proliferacdo
excessiva de espécies de macréfitas do género Eichhornia em sistemas lacustres, por
exemplo, podem ser indicador de ambiente eutrofizado, além de Pistia, Salvinia e Trapa
(ESTEVES, 1998). As macrofitas tém um importante papel na estruturacdo de comunidades
em ambientes aquaticos. Aumentam a complexidade e a heterogeneidade de habitats,
proporcionam estrutura fisica, alterando regimes de circulagdo de agua como fluxo e onda,
também afetam varios grupos de organismos como invertebrados, peixes e aves aquaticas
fornecendo abrigo e refugio e servem como fonte de alimento e também ajudam na melhora
da qualidade dos sedimentos (CHAMBERS et al., 1999; THOMAZ e CUNHA, 2010).

Os habitats de macréfitas aquéticas representam o ambiente onde possuem mais
diversidade, produtividade e heterogeneidade de um corpo de agua. Além de serem o papel
importante na manutencdo da biodiversidade aquatica, diversas comunidades de macrofitas
também contribuem para a manutencdo do funcionamento dos ecossistemas aquaticos, por
exemplo, para sustentar o crescimento de algas filamentosas que potencializam uma maior
abundancia de peixes e animais selvagens e com isso reduzem as concentracdes de fosforo na
agua (ENGELHARDT e RITCHIE, 2001).

Estas plantas ganharam visibilidade mundial por apresentarem eficiéncia para
remover grande variedade de poluentes de ambientes aquaticos, mesmo que esta eficiéncia
varie de espécie para espécie (DHIR et al., 2009). Por requererem altas concentracdes de
nutrientes, estas, vém sendo utilizadas com sucesso na recuperacdo de rios e lagos
eutrofizados, pois suas raizes formam uma densa rede capaz de reter até as mais finas
particulas em suspensédo, além de absorverem substancias toxicas provenientes do despejo
doméstico e industrial (CAMARGO et al., 2003).

3.4.1 Lemna minor: caracteristicas da subfamilia Lemnoideae

A macrofita aquatica Lemna minor (FIGURA 1) pertenceu a familia Lemnaceae,
mas, através de estudos recentes de filogenia, morfologia e moleculares agora faz parte da
familia Araceae, subfamilia Lemnoideae (CABRERA et al., 2008; CUSIMANO, 2011). As
plantas desta subfamilia sdo consideradas as menores Angiospermas do mundo, sendo o

género Wolffia Horkel ex. Schleiden, as menores plantas com flores. Popularmente essas
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plantas sdo chamadas de lentilhas-d’agua (DAUBS, 1965). Estas plantas aquaticas ocorrem
em ambientes Iénticos, ndo possuem diferenciagdo entre caule e folha e sdo reduzidas a um
pequeno corpo taldide, chamado de fronde (POTT e CERVI, 1999). Espécies de Lemna s&o

de tamanho intermediério entre 6 e 8 mm.

® [
e
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0.6mm / '*‘:;_\ \”""\’*\_ ' /" 06um

Figura 1 - Lemna minor, (a) vista frontal, (b) vista dorsal da fronde.

Fonte: Venu (2012)

A subfamilia Lemnoideae € representada por 37 espécies distribuidas em cinco
géneros: Wolffia Horkel ex Schleid. e Wolffiella Hegelm, Landoltia Les & D.J. Crawford,
Spirodela Schleid. e Lemna L. (LES et al., 2002; APPENROTH et al., 2013).

As lemnoideas possuem poucas fibras, porque elas ndo precisam de tecido estrutural
para suportar folhas ou caule. Como resultado, praticamente todo o tecido é metabolicamente
ativo e uatil como um alimento ou produto alimentar. Por isso, possuem uma grande
importancia bioldgica, pois servem de alimento para aves aquaticas, peixes e outros animais
por possuirem alto teor de proteina. Também estdo tendo grande importancia como
bioindicadoras de qualidade e para tratamento de 4guas, uma vez que crescem rapidamente e

absorvem nutrientes como os fosfatos (PIO et al., 2013).

As espécies de lentilhas possuem a capacidade de se adaptar em variadas zonas
geogréficas e climéticas, explorando condicBes ecoldgicas favoraveis de crescimento
extremamente rapido. Sua ampla distribuicdo geogréafica (desertos aridos a regides polares)
indica uma alta probabilidade de diversidade genética. O habitat natural das lentilhas sdo estar
flutuando livremente na superficie da &gua doce ou salobra, abrigada do vento por vegetacao

circundante. A condicdo mais favoravel é a dgua contendo detritos em decomposicdo para
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fornecer nutrientes para o desenvolvimento das lentilhas. A reproducdo da lentilha-d'agua é
principalmente vegetativa. Frondes-filhas brotam dos bolsos reprodutivos no lado de uma
fronde maduro. Uma fronde pode produzir até 10 geracdes de progenitores ao longo de um
periodo de 10 dias a varias semanas antes de morrer. Frondes de lentilhas podem dobrar sua
massa em apenas dois dias em condicOes ideais de disponibilidade de nutrientes, luz solar e
temperatura (LEWIS, 1995; VENU, 2012).

As lentilhas-d’agua sdo facilmente cultivadas sob condi¢cGes de laboratorio,
principalmente por conta de seu tamanho reduzido. Seu tamanho também permite
observagdes macroscopicas. Seus habitos de crescimento, sua morfologia e sua sensibilidade
para xenobidticos fazem das lentilhas 6timos organismos para bioensaios principalmente em
ecotoxicologia (ALIFERIS et al., 2009).

Por conta destas condi¢des, trabalhos de fitorremediacdo foram realizados com a
macrofita aquatica Lemna minor (TABELA 5). Dentre os trabalhos descritos na literatura até
junho de 2015, 47% dos trabalhos foram realizados com o elemento As.

Tabela 5 - Exemplos de pesquisas realizadas com a macrofita Lemna minor descritas na

literatura.

Contaminante Tempo de Concentragao Referéncia
exposicdo testada/analisada

As 6 dias 0;05;25e5mgL" Guimaraes et al (2012)
As * mg kg™ Favas et al (2012)
As 21 dias 0,15mg L™ Alvarado et al (2008)
As 22 dias 0,5:1,e2mgL* Goswami et al (2014)
As 6 dias 0,1,4,16e64mg L™ Duman et al (2010)
As 30 dias 2500 ug L™ Srivastava et al (2014)
As, Cu, Si 14 dias 20;78:1,8 ug L Rofkar et al (2014)
As, Hg 25 dias mgg* Mishra et al (2008)
Cu - 1;3;5e7mgL" Kara (2004)
Cu - 400 pg g™ Boulé et al (2009)
Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, Hg, 2 meses mg kg™ Rai (2010)

Cd

Dimetomorfe e Pirimetanil 96 horas 200e800mg L™ Dosnon-Olette (2009)
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(concluséo)

Contaminante Tempo de Concentracdo Referéncia

exposicao testada/analisada
Fe, Mg, Cu, Zn, Pb e Cr 15 dias 1mgL™ Miretzky et al (2004)
Fe,Mn, Zn, Cu, Pb,Cr,Cd e Ni 7 dias 0.1,0.1, 0.1, 0.01, 0.01, Bharti & Banerjee (2012)

0.02, 0.05 e 0.01 mg kg™

Ti 14 dias 221 pg g™ Babic et al (2009)
Zn 7 dias 6,10,14e18 mgL™ Khellaf e Zerdaoui (2009)
Pb 21 dias 50mgL* Rahmani e Sternberg

(1999)

(-) ndo descrito ou plantas foram analisadas ap6s coleta no ambiente aquatico

Fonte: Da Autora
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTIVO DA PLANTA

Para o presente trabalho foram utilizados exemplares da macrofita Lemna minor,
provenientes de cultivos mantidos no laboratério Multiusuério 1V da Unifal- MG — campus
Pocos de Caldas (FIGURA 2). Inicialmente, os exemplares foram lavados em é&gua corrente
para a remogao de detritos e, posteriormente, foram colocadas durante 5 minutos em solugéo
de hipoclorito de sédio 0,5% (v v*) para desinfeccéo. Apés isso, uma nova lavagem com agua
deionizada foi realizada.

As plantas foram acondicionadas, por um periodo minimo de 15 dias antes do inicio
dos experimentos, em recipiente de 2 litros contendo agua deionizada e solucdo nutritiva
Steinberg modificado (OECD, 2006) (ANEXO A) coberto com filme de PVC, com
perfuracdes de cerca de 1mm de diametro para permitir as trocas gasosas e evitar
contaminacdes. O procedimento de desinfeccdo foi refeito a cada 15 dias nas plantas
cultivadas e a solucdo nutriente foi trocada semanalmente.

Figura 2 — Lemna minor cultivada em meio nutriente Steinberg modificado.

Fonte: Da Autora
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4.2 REAGENTES

Para a determinacdo de arsénio, foram utilizadas solucdes preparadas a partir de sais
de altissima pureza. Solugéo estoque de As (111) 1000 mg L™ foi preparada pela dissolug&o de
0,132g de As,Os(VETEC — Quimica Fina) em NaOH 30% (m v™), neutralizada com,
aproximadamente, 3,0 mL de HCI concentrado (QHEMIS, Hexis, Brasil), resultando em pH=
5,06 na solucdo final. Essa solucdo foi avolumada para 50 mL com &gua ultrapura,
armazenada ao abrigo da luz e refrigeradas a 4° C, para preservagdo das espécies. A solucdo
estoque de As (V) foi preparada pela dissolucdo de 0,07767g de As,Os (Fluka, Buchs, Suica),
dissolvidos em &gua ultrapura, perfazendo um volume final de 50 mL, armazenada ao abrigo
da luz e refrigeradas a 4° C, para preservacdo das espécies quimicas. As solucbes analiticas
foram preparadas, diariamente, a partir das solugdes estoque em meio de 2% e 10 % (v v')
HCI para As (111) e As (V) respectivamente. O tetrahidroborato de sodio, 0,8% m v™* (NaBH.,)
(Merck, Alemanha) foi empregado como agente redutor, para a formagdo do hidreto, a qual
foi estabilizado com uma solugdo de hidroxido de sodio [0,5% (m v™) NaOH] (Merck,
Alemanha). As solucbes foram preparadas em agua deionizada de alta pureza obtida pelo
sistema Millipore 5, Direct — Q™ e todos os padrdes e solucdes foram armazenados em

frascos de polipropileno de alta densidade (Nalgene®) sob refrigeracdo (PINHEIRO, 2015).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para 0s experimentos, plantas saudaveis (aproximadamente 0,5 g de biomassa fresca)
foram selecionadas e transferidas para béqueres contendo concentracdes de arsénio (50; 100;
200; 300; 400 e 500 pg L™), em solucdo nutriente Steinberg diluido (50%) (FIGURA 3).
Além disso, foi feito o controle (sem adicdo de plantas) para avaliar as influencias e se ocorria
alteracdo na concentracdo de arsénio por outras vias em algum periodo do experimento. Para
todas as analises foram feitas triplicatas. Os experimentos tiveram a duracdo de 64 horas e
foram mantidos em temperatura ambiente, variando entre 18 e 25°C. A cada 8 horas foram
retiradas aliquotas da solucdo de cada recipiente a partir do periodo inicial para determinar a
concentracdo de arsénio removido do meio pela planta. Apos o tempo de exposicdo, as plantas

foram secas até massa constante durante 48 h a 70°C em estufa para posterior digestéo.
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Todas as vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavadas para descontaminagéo em

imersdo de banho &cido nitrico 10% (v v) por um periodo de 24 horas e em seguida

enxaguada com &gua ultrapura.

Figura 3 —Experimento contendo solucdo Steinberg diluido, concentracdes de arsénio e

biomassa fresca de Lemna minor.
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Fonte: Da autora

4.4 DIGESTAO DA BIOMASSA SECA

As plantas submetidas a exposicdo de arsénio, depois de secas em estufa até massa

constante, foram pesadas em balanca analitica e transferidas para tubos de vidro com tampa.

Nestes tubos foram adicionados 1,0 mL de acido nitrico, 0,5 mL de agua deionizada e foram

colocados em um bloco digestor (Thermo Digest - Policontrol) com temperatura de 100°C por

cerca de 3 horas para digestdo da biomassa seca (FIGURA 4). Apoés a digestdo os tubos foram

retirados do bloco digestor para resfriar, o digerido foi filtrado em papel filtro qualitativo 80 g

m?2 para retirada de sobrenadantes e, em seguida, a solucdo foi neutralizada com a adicao de

NaOH. Também foram analisadas plantas controle (sem exposi¢cdo ao As).
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Figura 4 — Plantas submetidas a digestao apds experimento de 64 horas. (a) biomassa seca de
Lemna minor, (b) adi¢do de 4cido nitrico e &gua, (c) digestdo, (d) plantas digeridas
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Fonte: Da autora

4.5 DETERMINACAO DE ARSENIO

As concentrac@es de As na solucdo e na biomassa das plantas foram determinadas
utilizando-se um Espectrometro de Absorcdo Atdémica em Chama, modelo AA 240FS Agilent,
equipado com queimador ar/acetileno (13,50/1,50 mL min™) e corretor de fundo por lampada
de deutério. Como fonte de radiacdo utilizou-se lampada de catodo oco (HCL) de As,
operadas em 193,7 nm e com corrente de 10 mA. A geracdo de hidreto foi realizada
empregando um sistema em fluxo, utilizando uma bomba peristaltica modelo Ismatec - IPC-
08, com oito canais, separador gas liquido e uma célula de quartzo em T (FIGURA 5).

Para o sistema de bombeamento das solugdes foram utilizados tubos de Tygon®. A
bobina reacional foi conectada ao separador gas-liquido e este conectado a cela de quartzo.
Um fluxo de arg6nio de alta pureza (99,999% White Martins) foi empregado para transportar
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a arsina, formada na bobina reacional, até o separador gés-liquido e posteriormente para a cela
de quartzo.

Para a determinacdo de As na solucéo, o sistema por injecdo em fluxo iniciou-se com
a entrada da amostra acidificada [HCI 2% ou 10% para As (I11) ou (V) respectivamente] em
um canal da bomba peristéltica e o redutor NaBH, em outro canal (FIGURA 6). Para a
determinagé@o do As na biomassa digerida a amostra foi injetada sem ser acidificada, e em um
terceiro canal foi injetado o acido 20% HCI para todas as amostras neutralisadas.

Figura 5 - Diagrama do sistema HG-FAAS

SISTEMA DE DETECAQ DO ESPECTROFOMETRO DE ABSORCAQ ATOMICA EM CHAMA (FAAS)

Espactroftomeatro AAS

Apoamizadod
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!
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G2z carremadior, |

HzEH.

Amostiz
Acidificadz

Bomba
periztzltica

SISTEMA DE GERACAD DEVAPORQUIMICO (CVGE)

Fonte: Pinheiro, (2015)

Nota: Vazdes 1- Amostra (1,5 mL.min™) 2- Carregador (1,25 mL.min*) 3- Gés de arraste (0,025mL.min™)
4- Descarte (7,5 mL.min™).



35

Figura 6 — Imagem esquematica do processo de determinagdo de arsénio
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Fonte: Da autora

4.6 pH DA SOLUCAO

As solucdes contendo As (111) e (V) onde as plantas ficaram expostas pelo periodo de
64 horas foram submetidas a analise de pH empregando um pHmetro MS TECNOPON,

devidamente calibrado, no inicio e no final do experimento.

4.7 EFICIENCIA DE REMOCAO E FATOR DE BIOCONCENTRACAO

O percentual de eficiéncia de remocéao do arsénio da solugéo foi calculada de acordo
com Tanhan et al (2007):

% eficiéncia = Co-C; x 100 (Equacéo I)
Co

Onde: Co— concentragdo inicial do metal na solugdo em pg L™
C1_concentracéo final do metal na solugdo em pg L™

Como se trata de uma avaliacdo do potencial de remocdo de As pela macrofita
Lemna minor, foi escolhido o melhor tempo de absorcéo pela planta para fazer o percentual

de eficiéncia.



36

O fator de bioconcentracdo foi calculado de acordo com Rahmani e Sternberg

(1999), o qual se estima o potencial da planta para realizar o processo de fitorremediacéo.

FBC = As na biomassa (g g (Equagdo II)
As na solugdo (ug L™)

4.8 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente ao acaso. A andlise
de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdes multiplas, Scott-Knott foi realizado para
verificar se houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos nos intervalos de
tempo analisados comparando-se ao tempo inicial ao nivel de significancia de 5,0% (o =
0,05). Os testes estatisticos foram realizados atraves do software livre Sisvar versao 5.3 Build
17.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REMOCAO DE AS (111) NA SOLUCAO (MEIO DE CULTURA + AS)

Os resultados do controle para As (I11) demonstraram que ndo houve diferenca
significativa entre os periodos de tempo testados (FIGURA 7). Desta forma as concentragdes
iniciais de As (Il1), permaneceram sem alteracGes até o final do experimento (64 horas).
Assim ndo ocorreu a precipitacdo e/ou adsor¢do do arsénio no frasco utilizado para o
experimento. Este resultado comprova que qualquer alteracdo possivel na quantidade de As

(111 da solucdo no periodo em que a planta ficou exposta ocorreu pela absorcao/desorcdo da
planta.

Figura 7 - Média e desvio padrdo das concentracdes de As (I11) em pg L™ na solucdo do

tratamento controle, em trés periodos de tempo O, 48 e 64 horas. As barras
verticais sdo os desvios padrdes, n=3.
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Fonte: Da autora

Nas solucbes de As (1) com a presenca de Lemna minor observou-se que houve

uma reducdo gradativa da concentracdo do As na solucdo ate o periodo de 48 horas. Apos este
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periodo, a concentracdo de 50 pg L™ permaneceu estavel até o periodo final do experimento,
variando-se a concentragdo de As no meio reacional a partir de 100 pg L™, observa-se um
pequeno aumento do sinal de absorbancia de As na solucdo, em 56 horas de exposigdo. As
demais concentragOes tiveram um aumento significativo no tempo de 56 e 64 horas (FIGURA
8). Desta forma, o tempo de 48 horas foi escolhido para se calcular o percentual de eficiéncia
de remocéo de As na solucéo.

Figura 8 - Média e desvio padrdo das concentracfes de As (I11) em pg L™ na solucdo onde as
plantas ficaram expostas por um periodo de 64 horas. As barras verticais sdo 0s
desvios padrbes, n=3. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa
ao nivel de 5% entre os tratamentos.
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Observa-se a partir de 200 pg L™ o retorno de As (111) na solucéo, no tempo de 56
horas foi maior, provavelmente devido a eliminacdo do As absorvido, pela planta. Uma vez
que arsenato e fosfato sdo quimicamente analogos, a elevada disponibilidade de As (111) no
meio pode interferir no metabolismo do fosforo. Assim a planta reconhece o As (llI)
(H3AsO3) como fosforo (H3PO3) e o absorve para converter em energia. Depois de algum
tempo ndo consegue transformar em ATP, e 0 mecanismo de defesa age de maneira a liberar

no meio o As absorvido. Esse mesmo mecanismo ndo ocorre para As(V), uma vez que a
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planta reconhece que néo é o elemento fosforo, provavelmente, devido a diferenga nos raios
das espécies idnicas, uma vez que As(V) € relativamente menor que As(I11). De acordo com
Espinoza-Quifiones et al 2013, este processo pode ter ocorrido porque as plantas em geral
possuem mecanismos de defesa contra a toxicidade quimica, e outras espécies dispdem de
mecanismos de adaptacdo em diferentes condigdes do meio.

De acordo com Rahman e Hasegawa (2011), espécies vegetais possuem tolerancia ao
arsénio mesmo quando expostas a altas concentracdes. Estas plantas quando absorvem,
metabolizam o arsénio nas suas formas menos toxicas, promovendo a acumulagdo pela planta
sem apresentar sintomas de fitotoxicidade. Como exemplo, cita-se a samambaia, que é
considerada uma planta acumuladora de arsénio e por isso utiliza mecanismos de defesa,
como a quelagdo, compartimentalizacdo, biotransformacdo e reparo celular, reduzindo
arsenato para arsenito dentro da planta, fazendo com que possa absorver grandes quantidades
do elemento sem desenvolver a toxidez (ESPINOZA-QUINONES et al., 2013). Mesmo as
plantas sendo tolerantes ao arsénio, estudos demonstram que, este elemento pode inibir
processos vitais, como a fosforilacdo oxidativa, também inibe a absorcdo de fosforo, pode
interferir nos processos metabolicos, impedir o crescimento, causar estresse oxidativo, ou até
causar a morte da planta (BHATTACHARYA et al., 2011).

As Lemnoideas tém demonstrando potencial para remoc¢édo de contaminantes no meio
aquatico e também estdo sendo utilizadas como bioindicadoras de poluentes, pois reduzem
custos em relacdo aos metodos fisicos-quimicos (ESTEVES, 1998; LARCHER, 2000;
GUIMARAES, 2012).

Larcher (2000) observou que Lemna minuta e Spirodela intermedia absorveram
grandes quantidades de arsénio (100 a 1000 pg L™ respectivamente) em aguas contaminadas.
Rahman e Hasegawa, (2011) citam que macroéfitas aquaticas foram avaliadas para remediar
aguas contaminadas por As, como exemplo, Eichhornia crassipes, Salvinia natans, Ipomoea
aquatica, Azolla caroliniana, Typha latifolia, Ceratophyllum demersum, entre outras.

A porcentagem de eficiéncia de remocdo de As (IlIl) obtido para todas as
concentracdes é mostrado na Tabela 6. Em todas as concentracfes analisadas obtiveram taxa
de remocdo maior que 50%, sendo crescente em comparacao a concentracdo inicial o que
indicou que Lemna minor foi eficiente na remediacdo de adguas contaminadas com arsénio
(1) nas condicOes testadas. Estes resultados revelam que a eficiéncia de absorcdo chega a
aproximadamente 72% na maior concentracdo testada (500 pg L™) e que quanto menor a

concentracdo disponivel, menor é sua eficiéncia em absorver o As disponivel.
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Tabela 6 - Porcentagem de eficiéncia de remocdo de As (1) na solucdo em diferentes

concentragdes.
Concentracéo inicial (ug L™) Concentracéo final (ug L)
Remocéo
Concentracdo Média Desvio Padrdo Meédia Desvio Padréo (%)
50 132,5 4,3 60,4 5,0 54,4
100 135,9 33 55,8 6,9 58,9
200 132,2 3,1 43,5 14 67,1
300 132,2 3,6 42,9 3,2 67,5
400 127,4 8,2 41,9 1,6 67,1
500 129,9 2,1 36,6 1,0 71,8

n=3
Fonte: Da autora

Goswami et al (2014), observaram que Lemna minor cultivada em sistema
hidrop6nico em diferentes concentracdes de As (111) durante 22 dias obteve maior percentual
de remocdo no 15° dia de estudo, chegando a 70% na concentracdo de 500 pg L™,
corroborando ao encontrado na concentracdo testada neste estudo. J& para Alvarado et al.,
(2008), Lemna minor absorveu um grande percentual de As (150 pg L) no 14° dia (21 dias
de experimento), ap6s o 14° dia houve uma liberacdo do elemento na agua, como
consequéncia do processo de decomposicdo. Neste ultimo ndo foi dito qual espécie de arsénio
utilizada, notam-se poucos trabalhos que comparam espécies quimicas de arsénio na

fitorremediacao.

Mishra et al., (2008), testando Lemna minor na remocédo de As e Hg em efluente de
mina, observaram que no 20° dia (25 dias de experimento) o percentual de eficiéncia foi de

aproximadamente 60% para 0s dois elementos.

Para o trabalho de Khellaf e Zerdaoui (2009), Lemna gibba teve um percentual de
eficiéncia de 71% para remocao de zinco. O resultado deste trabalho demonstra que as lemnas
sdo capazes de remover micronutrientes e também com a mesma eficiéncia removem

elementos toxicos, como é o caso do As neste trabalho.
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5.2 REMOCAO DE AS (V) NA SOLUCAO (MEIO DE CULTURA + AS)

Os resultados do controle para As (V) demonstraram que ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 5,0% entre os tempos testados (FIGURA 9). Assim as concentracdes
de As (V) iniciais, permaneceram invariaveis até o final do experimento (64 horas), ndo
ocorrendo portanto precipitacdo e/ou adsorcdo do arsénio no frasco utilizado para o
experimento. Este resultado indicou que as alteragdes nas concentracbes de As (V) das
solucBes foram devido a absorcéo/desorcao da macrofita Lemna minor.

Figura 9 - Média e desvio padrdo das concentraces de As (V) em pg L na solugdo do

tratamento controle, em trés periodos de tempo O, 48 e 64 horas. As barras
verticais sdo os desvios padrdes, n=3.
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Nos experimentos em que Lemna minor foram expostas a diferentes concentragdes
de As (V), observou-se que na concentragdo de 50 ug L™ ndo houve diferenca significativa de
remocao de As (V) até o tempo de 48 horas. Nas demais concentracdes avaliadas (exceto na

concentracdo de 300 pg L™) ocorreu remocdo de As (V) da solucéo a partir de 16 horas. A
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partir deste periodo notou-se a remoc¢do e desor¢do de As (V) na solucdo pela planta
(FIGURA 10).

Figura 10- Média e desvio padrdo das concentracdes de As (V) em pg L na solucdo onde as
plantas ficaram expostas por um periodo de 64 horas. As barras verticais sdo 0s

desvios padrdes, n=3. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa
ao nivel de significancia de 5% entre os tratamentos.
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Para todas as concentraces, houve um aumento significativo de As na solucdo a
partir do periodo de 56 horas, provavelmente, porque a planta pode estar reduzindo arsenato
(As V) em arsenito (As Ill) dentro dos tecidos vegetais e excretando esta forma para a
solucdo. Estudos preliminares sobre a especiacdo de As, identificou que o As (I1l) € mais
sensivel que o As (V), para a determinacdo no método HG-FAAS, como é conhecido na
literatura (DEDINA e TSALEV, 1995), visto que a formacdo da arsina € mais eficiente a
partir da espécies As (I11). Assim, essa reducdo pode possibilitar um aumento, consideravel,
do sinal de absorbancia com a mesma quantidade de As na amostra empregando a técnica
HG-FAAS. Uma hipétese para a ndo remocao de As (V) da solugdo seria pela concentracéo

de fosforo existente no meio Steinberg, pois a planta poderia estar absorvendo fosforo ao
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invés do As (V), uma vez que o mecanismo de absorcdo, como comentado anteriormente,

pode ser 0 mesmo.

O célculo do percentual de eficiéncia de remocao de As (V) foi realizado para o
tempo de exposicdo de 24 horas o qual se mostrou o tempo com maior remocao de As (V) da
solucdo (TABELA 7). A melhor taxa de eficiéncia de remogdao foi para a concentragao de 400
Mg L™, chegando a aproximadamente 30%. A menor taxa de remocdo ficou para a menor
concentracéo testada no experimento que foi a de 50 pg L™.

Tabela 7 - Porcentagem de eficiéncia de remocdo de As (V) na solucdo em diferentes

concentragoes.
Concentragao inicial (ug L™?) Concentragao final (ug L™?)
Remocéo
Concentragdo Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo (%)
50 65,9 2,0 53,0 6,7 19,5
100 81,2 6,6 61,3 59 24,5
200 76,2 4,8 57,4 1,9 24,7
300 79,8 2,8 57,5 51 27,9
400 82,8 2,6 58,3 2,5 29,5
500 83,8 4,0 61,3 1,4 26,8

Fonte: Da autora

Lemna minor obteve menor eficiente no processo de remogéo de As (V) da solucéo
para as condicdes testadas se comparado a eficiéncia na remocao de As (Il1). Varios fatores
podem ter influenciado esta remocdo, como por exemplo, o pH da solucdo, bem como a
interacdo do As com os elementos quimicos presente no nutriente utilizado no experimento,
como exemplo o foésforo ou ainda 0 método de determinacdo utilizado no experimento para o

As (V), visto que este é de dificil estabilizacdo no sistema.

Experimentos realizados por Guimarées et al (2012), com Lemna gibba e As (V)
num periodo de 6 dias, registrou-se melhor eficiéncia de remocdo de As em concentracGes de
500 pg L.

De certo modo, remover arsenito [As (Il11)] de ambientes contaminados é mais
importante do que remover arsenato [As (V)], pois, 0 primeiro é mais toxico do que o As (V).

Por outro lado no ambiente natural existe maior concentracdo de arsenato disponivel do que
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arsenito, por tanto é de suma importancia aprimorar os estudos sobre a especiacdo de arsénio

em tecidos vegetais para melhor entender o processo de remogao.

Para a determinacdo de As na solucdo, ndo foi possivel detectar se 0 mecanismo
utilizado pela planta para remover As da solugdo, foi o processo de absorcdo (processo
quimico onde o elemento entra na estrutura da planta, possivelmente, pelo mecanismo de
absorcdo de fosforo) ou adsorcéo. Provavelmente, 0 processo que ocorre é 0 mecanismo de
absor¢do, uma vez que apenas As (Ill) é removido da solucdo de maneira eficiente, e em
seguida observa-se a dessorcao (processo pelo qual o elemento é liberado) de As na solucdo,
provavelmente porque a planta relaciona que o As € toxico e tenta elimina-lo. No processo de
adsorcdo, provavelmente ela ndo “perceberia” a toxicidade, ndo se observaria a possibilidade
de adsorcdo seletiva, visto que as cargas das espécies sdo semelhantes e, também, neste caso,
para 0 As desorver da parede da planta 0 meio teria que estar em uma condi¢cdo mais acida, o
gue ndo ocorre, visto que, ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5,0% do pH (~6,5) na
solugdo de As (111) e (V) no periodo analisado.

5.3 DETERMINACAO DE AS NA BIOMASSA NAS PLANTAS QUE FICARAM
EXPOSTAS AO AS (1)

Através da analise da biomassa seca das plantas que ficaram expostas ao As (1)
pelo periodo de 64 horas, observou-se que a concentracdo de As total na biomassa aumentou
gradativamente conforme aumentaram as concentracfes de As analisadas (TABELA 8). A
maior absorcdo de As por grama de biomassa foi encontrada na concentracio de 500 pg L™ e
a menor absorcdo de As por grama de biomassa foi encontrada na concentracio de 50 ug L™.
O FBC mostrou que as concentraces de 400 e 500 pg L™ foram as que tiveram maiores
valores de acumulagdo, demonstrando o potencial fitorremediacdo de As pela planta Lemna

minor nestas concentra(;c")es.
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Tabela 8 - Concentracéo de As total (ug g™) no tecido da planta Lemna minor, apés digestdo
da biomassa seca e fator de bioconcentracdo (FBC) de As. Plantas ficaram
expostas as concentragdes de As (I11) por 64 horas. Letras iguais indicam que nao
houve diferencga significativa ao nivel de 5% entre os tratamentos. + significa
desvio padrdo. n=3.

Absorgéo de As total

Concentracdo exposta (ug L'l) Biomassa seca (g g'l) FBC
50 6,7 £1,7°2 0,6
100 75 +2,1° 0,5
200 14,1 +3,4° 0,8
300 135 +3,0° 0,8
400 15,0 £2,4° 1,0
500 26,4 +9,8° 1,0

Fonte: Da autora

De maneira geral os resultados da biomassa seca corroboraram com a analise da
solugdo em que as plantas ficaram expostas ao As (I11), pois 0 As na solu¢do diminuiu e na
biomassa aumentou nas concentracdes avaliadas. Estes resultados mostram que Lemna minor
remedia de forma mais eficiente quando € exposta a concentra¢fes maiores do contaminante.
Em estudo realizado por Guimarées et al (2012), a macrofita L. gibba obteve maior acimulo

de As quando exposta a alta concentracéo de As na solugdo (5,0 mg L™).

No total de 17 espécies de macrofitas aquaticas estudadas por Favas et al., (2012), 12
delas foram consideradas acumuladoras de As por apresentaram alta concentracdo deste
elemento em seus tecidos. Dentre elas estava Lemna minor, com 430 mg kg™ de As, e FBC de
6,1x10*. Géneros de lentilhas d'agua, (Lemna, Spirodela e Wolffia) tem sido consideradas
boas acumuladoras de As em aguas contaminadas por diferentes pesquisadores (ALVARADO
et al., 2008; RAHMAN et al., 2008).

De acordo com Zhao et al, (2009) em tecidos vegetais tem sido encontradas
predominantemente maiores concentragdes de As (I11) mesmo quando plantas foram expostas
a As (V). De acordo com esses autores o processo de reducdo de As (V) em As (I11) ocorre
em nivel celular. Aldrich et al (2007) através da analise de espectroscopia de absorcdo de
raio-X (XAS) pode mostrar que As (V) foi reduzido a As (I1l) no interior da planta. Esta
reducdo é mediada pela enzima glutationa (GSH), uma enzima importante que € relacionada a
defesa dos seres vivos (DELNOMDEDIEU et al., 1994; BLEEKER et al., 2006; ALDRICH et
al., 2007).
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5.4 DETERMINACAO DE AS NA BIOMASSA NAS PLANTAS QUE FICARAM
EXPOSTAS AO AS (V)

Nas plantas que foram expostas ao As (V), a analise de biomassa seca demonstrou
que a maior concentracdo de As total foi encontrada nas concentracdes de 200 e 500 pg L™
Para as concentracOes analisadas de As (V) os valores de FBC foram baixos, demonstrando
que Lemna minor ndo foi muito eficiente na absorcdo desta espécie quimica (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentracdo de As total (g g) no tecido da planta Lemna minor, apds digestdo da
biomassa seca e fator de bioconcentracdo. Plantas ficaram expostas as
concentragdes de As (V) por 64 horas. Letras iguais indicam que ndo houve
diferenca significativa ao nivel de 5% entre os tratamentos. = significa desvio
padréo. (n=3).

Absorcéo de As total

Concentracdo exposta (ug L'l) Biomassa seca (g ) FBC
50 42 +09° 0,6
100 33 +£1,0° 0,4
200 7.6 £0,8° 0,7
300 1,9 +20° 0,3
400* - - }
500 69 +1,4° 0,4

“Néo foi possivel detectar concentracdes de As na biomassa pelo método
Fonte: Da Autora

No caso do As, as macrofitas aquaticas absorvem as diferentes espécies por
mecanismos diferentes. Na literatura, trés mecanismos foram propostos, dentre eles, absorcéo
ativa: As (V) é captado pelas plantas através de vias de captacéo de fosfato; absorcéo passiva:
As (I11) e metilarsenios sdo transportados através de aquaporinas; adsorcdo fisica-quimica:
oxidos de Fe suspensos na superficie das raizes adsorvem e acumulam As (RAHMAN e
HASEGAWA, 2011).

A menor absorcdo de As (V) pela planta pode ter acontecido, pois ele € absorvido
pela mesma via onde absorve o fosfato e por isso pode ter ocorrido uma competicdo de
fosforo contido no nutriente com o As (V) adicionado na solucdo. Este mecanismo é
confirmado por Guimardes et al (2012), onde quanto mais adicionava fosforo na agua menos a
planta absorvia As (V). Rahman et al (2007), também observaram uma negativa correlacdo

com a absorcéo de As (V) quando exposta ao fosforo.
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J& em experimentos conduzidos por Aldrich et al (2007), em que Propopis spp.
(planta de deserto) foi submetida ao crescimento em meio de Agar e 5 mg L™ de As (l11) e As
(V) por 14 dias, foi encontrado uma maior quantidade de As (V) nos tecidos vegetais da
planta Propopis spp do que de As (l111), ndo corroborando com o resultado encontrado neste
experimento. Talvez, esse fato pode ter acontecido pela diferenca do tipo de metabolismo,
uma em ambiente desértico (com muito sal) e outra em ambiente aquético. No trabalho de
Aldrich et al (2007), também foi possivel constatar que pela analise da raiz, caule e das folhas,
o As (I11) foi transportado a uma taxa muito mais rapida para as folhas do que o As (V).
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6 CONCLUSAO

Lemna minor foi eficiente para remocéo seletiva, de As (I11) da solugdo em todas as
concentracdes e nas condicOes estudadas tendo como maior taxa de remogdo o periodo de 48
horas. Em sua biomassa seca percebeu-se maior acumulo de As nas maiores concentracoes
testadas, a remocdo entdo é mais eficiente quando € exposta a concentracbes maiores do
contaminante. J& para o As (V) a eficiéncia para remocdo da solucdo foi menor em todas as
concentragdes testadas e também a analise da biomassa seca dessas plantas demonstraram que
ndo houve grande acumulo de As nos tecidos.
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ANEXO A - Meio de cultivo Steinberg modificado ap6s 1SO 2007 (OECD, 2006).

Macroelementos gL™

Solugdo-estoque 1:

KNO3 17,50

KH2PO4 4.5

K2HPO4 0,63

Solucéo-estoque 2:

MgS0a4.7H20 5,00

Solucéo-estoque 3:

Ca(NO3)2.4H20 14,75
Microelementos mg L™

Solucdo-estoque 4:
H3BO3 120,0

Solucdo-estoque 5:
ZnS0a. 7TH20 180,0

Solucéo-estoque 6:
NazMoOa4. 2H20 44,0

Solucdo-estoque 7:
MnClz2. 4H20 180,0

Solucdo-estoque 8:
FeCls.6H20 760,00
EDTA-sal dissédico 1500,00

— As solugbes-estoque de 1 a 7 foram esterilizadas por autoclavagem a 121°C por 20
minutos.

— A solucdo final do meio Steinberg modificado foi preparada adicionando-se 20 mL das
solugdes-estoque 1, 2 e 3 e 1 mL das solugdes-estoque 4, 5, 6, 7 e 8. O pH da solucdo final é
5,5 +0,2. O volume final foi acertado para 1000 mL com agua deionizada.

— Para o experimento a solucdo final foi diluida em 50% com &gua deionizada para evitar
interferéncias ao sistema de deteccéo.



